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RESUMO

Introducdo: O periodo pré-natal € de suma importancia para o desenvolvimento e a

maturacgdo de diversos sistemas e 6rgaos essenciais.

Objetivo: Avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre as respostas comportamentais, assim
como possiveis alteracBes estruturais e do padrdo celular no pulmd em um modelo

experimental com camundongos Balb/c.

Materiais e Métodos: Foram utilizadas fémeas Balb/c primiparas. Apds a identificacdo da
prenhez, os animais foram divididos em 3 grupos: CTLE (controle), PNS 1 (estresse em dias
intercalados a partir do 8° dia da prenhez) e PNS 2 (estresse a partir do 15° dia da prenhez até
0 nascimento). O estresse pré-natal foi realizado através de contencdo. Os animais foram
pesados ao nascimento, dia 10 e no desmame (dia 21). Quando adultos, foram analisados o
comportamento de medo/ansiedade por meio dos testes de campo aberto (CA) e labirinto em
cruz elevada (LCE) e foi realizado lavado broncoalveolar (LBA) e anélise histopatoldgica do

pulmao.

Resultados: N&o foram encontradas diferencas em relacdo ao peso dos animais entre os trés
grupos. A analise comportamental dos machos no teste do CA e LCE, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos PNS 1 e PNS 2 em rela¢do ao CTLE. Na analise do
teste CA, as fémeas do grupo PNS 1 apresentaram uma diminuicdo da distancia total
percorrida (p<0,001), aumento do tempo na periferia (p<0,001) e diminui¢cdo do tempo no
centro (p<0,001) quando comparado ao grupo CTLE. O teste de LCE nas fémeas ndo teve
diferenga significativa entre os trés grupos. Quanto & andlise do perfil celular no LBA e

histologia pulmonar, também né&o houve diferengas entre os grupos.

Conclusdo: O estresse pré-natal induz a alteragdes no comportamento de medo/ansiedade
somente em camundongos Balb/c fémeas e no modelo de estresse a partir do oitavo dia da
prenhez, evidenciando que os efeitos do programming sdo possiveis nesse modelo. Por outro

lado, o estresse pré-natal ndo provocou alteragdes basais no pulméo.

Palavras-Chave: estresse pre-natal. desenvolvimento pulmonar. comportamento.




ABSTRACT

Introduction: The prenatal period is critical for the development and maturation of several
organ systems essential.

Objective: To evaluate the effects of prenatal stress on behavioral responses, as well as possible
structural changes and standard cell lung in an experimental model with Balb/c.

Materials and Methods: We used female Balb/c primiparous. After identification of pregnancy,
the animals were divided into 3 groups: CTLE (control), PNS 1 (stress every other day from the
8th day of pregnancy) and PNS 2 (stress from day 15 of pregnancy until birth). The prenatal
stress was accomplished through containment. The animals were weighed at birth, weaning and
day 10 (day 21). As adults, we analyzed the behavior of fear/anxiety through field tests (AC) and
elevated plus maze (EPM) was performed and bronchoalveolar lavage (BAL) and lung
histopathology.

Results: No differences were found in relation to animal weight among the three groups.
Behavioral analysis of the males in the test AC and EPM, showed no significant difference
between groups PNS 1 and PNS 2 relative to CTLE. In the analysis of the test AC, females PNS
1 group showed a decrease in the total distance covered (P <0.001) increased time on the
periphery (p <0.001) and decreased time the center (p <0.001) compared to the group CTLE. The
test EPM in females was not significantly different among the three groups. The analysis of the
cellular profile in BAL and lung histology, there were no differences between groups.
Conclusion: The prenatal stress induces changes in the behavior of fear/anxiety only in Balb/c
mice and the stress model from the eighth day of pregnancy, suggesting that the effects of the
programming are possible in this model. On the other hand, prenatal stress caused no alterations

in basal lung.

Keywords: prenatal stress. lung development. behavior.
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1 INTRODUCAO

A capacidade de um organismo em se adaptar ao seu ambiente é de importéncia vital,
pois a vida depende da manutencdo de um equilibrio dindmico do meio interno, chamado de

homeostase, 0 qual é desafiado constantemente por estimulos estressores™.

O termo estresse pode ser definido como um estado de homeostase alterado resultante
da soma de respostas fisicas e mentais causadas por determinados estimulos externos ou
internos que permitem ao individuo superar certas exigéncias que o meio ambiente lhe
proporciona, iniciando um processo de adaptacdo caracterizado, entre outras alteracdes, pelo
aumento de secrecdo de adrenalina produzindo diversas manifestacfes sistémicas como
distarbios fisiolégicos, cognitivos e psicoldgicos® *. J& os estressores sdo todos os estimulos
ou situacdes que fazem com que essa adaptacdo seja desencadeada, enquanto a reacdo ao
estresse € a resposta que o0 organismo vai gerar em relacdo as alteragcdes, ou seja, um

mecanismo de defesa®.

O estresse esta intimamente ligado a ativagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA) e do sistema simpéatico adrenomedular (SAM)> °. A perturbacio destes sistemas pode
desencadear uma resposta fisioldgica com inicio no sistema nervoso central (SNC), operando
em niveis mais altos ou mais baixos do que o0s niveis homeostaticos normais, podendo levar a
diversas alteracdes em diferentes 6rgdos, sistemas e suas funcdes” 8. Como resultado desta
ativacdo, 0 estresse possui uma resposta caracteristica que € a liberagdo do horménio
adrenocorticotrépico (ACTH) e glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em

ratos e camundongos) na corrente sanguinea® *°.

A exposicdo a eventos estressantes durante o periodo do desenvolvimento pré-natal
pode induzir a alteragcbes duradouras em diversas funcdes dos sistemas neuroendocrinas e
comportamentais ao longo da vida® > **. O conceito de que fatores ndo genéticos possam agir
precocemente tendo repercussfes permanentes ou re-organizar o sistema fisiologico é

conhecido como programacéo (programming)® *°.

O ambiente uterino, independente da susceptibilidade genética, influencia diretamente

o desenvolvimento fetal, incluindo o sistema imunoldgico, implicando em maior risco ao

4, 12

desenvolvimento de doengas na vida adulta A presenga do estresse pré-natal e de
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glicocorticéides, sejam enddgenos ou exdgenos, nas fases iniciais do desenvolvimento parece

12, 13

ser fundamental para o surgimento dessas doencas Assim, muitos estudos vém

mostrando que o estresse no periodo pre-natal afeta a maturacdo de diversos sistemas

14, 15

(neurologico, enddcrino, cardiovascular, etc) e 6rgdos essenciais , além de ressaltar

também a importancia do periodo e da intensidade em que o estresse é realizado®.

Desta forma, a presente dissertacdo apresenta um de revisdo e um artigo original,
intitulados, respectivamente, “Efeitos do estresse pré-natal em diferentes modelos
experimentais: uma revisao da literatura” e “Avalia¢do dos efeitos do estresse pré-natal sobre

0s parametros comportamentais ¢ pulmonares em camundongos”.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Situacdes de estresse sdo cada vez mais comuns no nosso dia-a-dia. Com o passar dos
anos, as mudancas de habitos e costumes fazem com que o periodo gestacional esteja
suscetivel a diversos tipos de estresse, como transtornos diarios do trabalho, transito, etc;
influenciando as condigdes intra-Gtero ideais ao desenvolvimento do feto. Assim, muitos
estudos vém sendo feitos para que se possam conhecer melhor 0os mecanismos envolvidos na
resposta do feto ou filhote a estimulos durante o periodo pré-natal. Estudos em modelos
animais sdo essenciais para a melhora do entendimento destes mecanismos, doencas
relacionadas ao estresse pré-natal e até mesmo para teste de medicamentos que possam inibir

ou controlar possiveis alteracoes.

Além disso, a incidéncia de doencas respiratorias vem aumentando a cada vez mais
nos dias atuais. A asma, por exemplo, é a doenca respiratéria de maior prevaléncia em
criancas e quando ndo controlada pode levar a diversas complicagOes, afetando diretamente a
qualidade de vida desses individuos. Considerando tanto essa como outras doencas que levam
a limitacbes do sistema respiratério, € de suma importancia estudar esses mecanismos,
possibilitando o surgimento de medidas terapéuticas eficazes e aumentando as perspectivas de
tratamento. Dentro deste contexto, é fundamental a pesquisa em modelos experimentais,
sendo que, para o estudo das alteraces do sistema respiratério, a linhagem mais utilizada sdo
os camundongos Balb/c, tendo em vista o estabelecimento de modelos para estudo de diversos
acometimentos, incluindo a fisiopatologia da asma. No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos

sobre os efeitos do estresse pré-natal nestes modelos.

Assim, considerando a importancia do periodo pré-natal para o desenvolvimento e
maturacdo de diversos 0rgaos e sistemas, esta dissertacdo aborda os efeitos do estresse pré-

natal em um modelo murino com camundongos Balb/c.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

- Avaliar os efeitos comportamentais e pulmonares do estresse pré-natal em um

modelo experimental com camundongos Balb/c.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar possiveis diferencas sexuais nos efeitos do estresse pré-natal;
- Avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre o comportamento de medo e ansiedade;

- Avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre parametros histoldgicos e celulares no

pulméo.
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Resumo

Introducdo: A exposicdo a eventos estressantes durante o desenvolvimento pré-natal pode

induzir a alteragdes duradouras em diversos sistemas.

Objetivo: Avaliar, através de uma revisdo da literatura, os efeitos do estresse pré-natal em

modelos experimentais sobre as repercussées geradas na vida adulta em diferentes sistemas.

Materiais e Métodos: Foi pesquisada a base de dados Medline/Pubmed, selecionando artigos
originais em que foi realizado estresse pré-natal por contencdo em roedores, publicados nos
ultimos dez anos, no idioma inglés, onde as palavras-chave deviam constar no titulo ou
resumo: prenatal stress (estresse pré-natal), programming (programacao) e pregnancy

(gravidez), além de suas combinacGes.

Resultados: A maioria dos estudos realizados foi em ratos (91%), sendo que 56% utilizaram
machos e fémeas, 35% utilizaram somente machos e 9% somente fémeas. Em relacdo ao
estresse, 65% realizaram trés vezes ao dia e 62% utilizaram 45 minutos, enquanto outros
estudos variaram de 30 minutos até 6 horas. Em 72% dos estudos o estresse foi realizado na
ultima semana da prenhes. No entanto, 40 % dos estudos mostram que os efeitos do estresse
pré-natal foram sobre o desenvolvimento ou alteracdo de alguma estrutura no SNC, tais como,
diminuicdo da proliferacdo celular e mudancas na expressdo de proteinas no hipocampo,

alteracdes de atividades enzimaticas no hipotalamo, etc.

Conclusdo: Os resultados indicam que o estresse pré-natal provoca alteracfes permanentes
em diversos sistemas, principalmente no SNC, nos mecanismos de regulacdo de
comportamentos e da memoria. O periodo gestacional parece ser importante na definicéo

dessas alteracGes, assim como as diferentes respostas entre machos e fémeas.

Palavras-Chave: estresse. roedores. periodo pré-natal. vida adulta.
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Abstract

Introduction: Exposure to stressful events during prenatal development can induce lasting
changes in various systems.

Objective: To evaluate, through a literature review, the effects of prenatal stress in different
experimental models on the impact generated in adulthood in several systems.

Materials and Methods: We searched the Medline/Pubmed and selected original articles in
which prenatal stress in rodents was performed by restraint, published in the last ten years, in
English language, where the following keywords should appear on the title or summary:
prenatal stress, programming and pregnancy, and their combinations.

Results: The majority of studies were conducted in rats (91%), and 56% used males and
females, 35% used only males and 9% only females. Regarding the stress, 65% have used
three times a day and 62% used 45 minutes, while other studies ranged from 30 minutes to 6
hours. In 72% of studies stress was performed in the last week of pregnancy. However, 40%
of studies show that the effects of prenatal stress affected the development or altered some
structure in the central nervous system (CNS), such as, decreased cell proliferation, and
changes in protein expression in the hippocampus, changes in enzymatic activity in the
hypothalamus, etc.

Conclusion: The results indicate that prenatal stress causes permanent changes in many
systems, especially in the CNS, as well as in the mechanisms of behavior and memory
regulation. The gestational period appears to be important in defining these changes, as well

as the different responses between males and females.

Keywords: stress. rodents. prenatal period. adulthood.
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Introducéo

Situacdes que geram estresse sdo cada vez mais comuns entre as pessoas, fazendo com
que muitos estudos tenham sido conduzidos para avaliar os efeitos do mesmo. O termo
estresse denota o estado gerado pela percepgdo de estimulos, internos ou externos, que geram
excitacdo emocional, levando a alteracdo do estado de homeostase, juntamente com um
processo de adaptacdo que permite ao individuo superar certas exigéncias que o meio

ambiente lhe proporciona® 2.

Estes estimulos ou situacdes que geram estresse Sao
denominados estressores e a resposta do organismo é a reacdo ao estresse. Esta resposta
compreende aspectos cognitivos, comportamentais e fisioldgicos, visando propiciar uma
melhor percepcdo da situacdo e de suas demandas, possibilitando uma busca de solugdes,
selecionando condutas adequadas e preparando o organismo para agir de maneira rapida e

vigorosa>*.

A resposta classica ao estresse consiste na ativacdo do sistema simpatico e
adrenomedular e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). E a perturbacdo do equilibrio
desses sistemas que pode contribuir para a geracdo de diversos distarbios. Sob ameaca, 0
organismo desencadeia uma complexa resposta fisioldgica que se inicia no ambito do sistema
nervoso central (SNC), levando a alteragbes neuroenddcrinas, imunologicas, psicomotoras e
psicoldgicas. Esta reacdo podera ocasionar modificacbes importantes na pressdo arterial,

frequéncia cardiaca, além de complicacdes gastricas e respiratorias” °.

Diferentes tipos de estimulos resultam em distintos tipos de estresse, tais como o
estresse quimico, fisico, psicolégico (ou um conjunto de fatores ambientais e emocionais),
entre outros*. Dependendo do periodo da vida humana ou animal em que estas situacdes
ocorrem, respostas e consequéncias especificas serdo produzidas. Quando ha estresse durante
a gestacdo, no periodo denominado pré-natal, uma série de repercussdes podem ocorrer para 0
filhote, tendo em vista que nele se inicia o desenvolvimento e a maturacdo de diversos
sistemas (neuroldgico, cardiovascular, endécrino, etc.) e 6rgdos essenciais® . Este processo,
conhecido como programming ou programacédo, € definido com base no conceito de que
fatores ndo genéticos possam agir precocemente tendo repercussdes permanentes na re-
organizacio de sistemas fisiolégicos®. Novas evidéncias vém sendo publicadas nos Gltimos
anos mostrando que a exposicao a eventos estressantes durante o desenvolvimento pré-natal
pode induzir alteracBes duradouras em diversas funcdes dos sistemas neuroendocrino e

comportamental em animais®™*. Estes efeitos persistem durante toda a vida do animal e sdo
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acompanhados por alteragdes na expressdo de receptores de hormdnios relacionados ao
estresse (corticosterona e vasopressina) em diversas regifes do cérebro (hipotalamo,
hipocampo e amigdala)*® **. Da mesma forma, ha mudancas no comportamento aversivo, de

12, 14, 15

medo e ansiedade, aprendizagem e memoria quando adultos , além de alteracGes em

parametros hemodindmicos e cardiovasculares, entre outros.

Considerando a frequéncia das situacfes de estresse e a importancia do periodo pré-
natal para o desenvolvimento dos organismos, este estudo tem como objetivo avaliar, através
de uma revisdo na literatura, os efeitos do estresse pré-natal em modelos experimentais sobre
as repercussdes geradas na vida adulta em diferentes sistemas. Além disso, buscou-se fazer
um levantamento dos principais periodos de exposicdo ao estresse na gestacdo, assim como as

diferentes intensidades de estimulo e as suas consequéncias.

Materiais e Métodos

O presente estudo consiste em uma revisao bibliografica realizada por meio de uma
pesquisa no banco de dados Medline/Pubmed. Foram selecionados somente artigos originais
em que foi realizado estresse pré-natal por contencdo em animais roedores (rato e
camundongo), publicados nos ultimos dez anos, no idioma inglés, onde as palavras-chave
deviam constar no titulo ou resumo. As palavras chaves utilizadas foram prenatal stress
(estresse pré-natal), programming (programacdo) e pregnancy (gravidez), além de suas
combinag6es. Foram excluidos desta revisdo bibliografica artigos que realizaram outros tipos
de estresse pré-natal, outras espécies de animais e também aqueles que ndo se enquadraram
nos objetivos desta revisdo. Todos os artigos oriundos das buscas realizadas tiveram o seu
titulo e resumo analisados. Em caso de duvidas sobre a inclusdo, o texto completo foi
verificado.

Apols a selecdo dos artigos, foi realizada a leitura dos mesmos utilizando-se um
instrumento de sistematizacdo da analise dos métodos e principais resultados dos estudos.
Desta forma, os principais aspectos de cada artigo selecionado foram colocados em uma
tabela, para a realizacdo de uma analise critica dos pardmetros avaliados e dos resultados

contidos nos mesmos.
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Resultados e Discussao

Através de uma busca com a unido dos termos prenatal stress e programming,
encontrou-se 84 (oitenta e quatro) artigos, sendo que foram selecionados 7 (sete) artigos.
Quando utilizados os termos prenatal stress e pregnancy foram encontrados 208 (duzentos e
oito) artigos e, destes, 25 (vinte e cinco) foram incluidos. Dos 292 (duzentos e noventa e dois)
artigos pesquisados com os termos citados anteriormente, 67 (sessenta e sete) foram excluidos
por serem revisdes e outros 193 (cento e noventa e trés) ndo foram incluidos por nao
estudarem o tema em questdo. Ao todo 32 (trinta e dois) artigos foram selecionados para esta

revisao.

De acordo com os critérios de selecdo utilizados, todos os estudos selecionados foram
realizados com roedores, sendo que a maioria foi em ratos 29/32 (91%), e o restante 3/32

(9%) em camundongos. Quanto a linhagem dos animais, nos estudos com ratos, 18 eram com

11, 12, 16-31

Sprague-Dawley e 11 com Wistar'® 3 43239 34 nos estudos com camundongos,

todos eram da linhagem Swiss™ *> “°. Em relagdo ao sexo dos animais, a maioria dos estudos

(56%) avaliou machos e fémeas®*% 13 14, 19-26.29-31, 34,37

15, 16, 18, 27, 28, 32, 35, 36, 38-40

, enquanto que 35% foram somente em

12,17,33

machos e 9% somente com fémeas . Quanto ao tipo de estresse,

seguindo os critérios de inclusdo, todos utilizaram contengdo, sendo que 22% destes, além da

contencdo, utilizaram uma associacdo com iluminacdo especifica feita por lampada'® 9 2> 3%

3638 0 estresse com frequéncia de trés vezes ao dia foi o mais utilizado (21)° 3 16-19.21-28, 3L

32,3531, 39 sequido de uma vez ao dia (8)* 1 15 29.30.36.38.40 "qyas vezes ao dia (2)%* * e
quatro vezes ao dia (1)*. O tempo de duragdo do estresse também variou entre os artigos
selecionados, com periodos de tempo compreendidos entre 30 minutos até 6 horas. O tempo

de 45 minutos foi a duragéo escolhida na grande maioria dos trabalhos (62%).

Em relacdo ao periodo da prenhés em que o estresse foi realizado, foram encontrados
estudos na primeira, segunda e terceira semanas, assim como durante todo o periodo de
prenhés. O periodo mais utilizado para a realizagdo do estresse foi o da ultima semana com
720714 17722, 24-26, 29, 30, 32, 33, 35, 36, 38, 39 g (jiferentes periodos gestacionais sdo de suma
importancia para o desenvolvimento do filhote, tendo em vista que durante esses periodos
ocorre o desenvolvimento e a maturacdo de diversos 6rgéos e sistemas*® *2**. Por exemplo,
diferentes tipos de estresse pre-natal afetam o desenvolvimento do SNC de forma particular

dependendo do momento em que ocorrem no periodo gestacional, sendo mais grave e
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causando maiores alteracdes no SNC quando o estresse é realizado no periodo da segunda
semana da gestacdo™’. J& em relacdo ao desenvolvimento pulmonar, em roedores inicia-se
aproximadamente no 9° dia de gestacdo e divide-se em quatro estagios, pseudoglandular
(inicia do 9° ao 16° dia de gestacdo), canicular (16° ao 17° dia da gestacédo), sacular (17° dia
de gestacdo até o 5° de vida do filhote) e alveolar (5° dia de vida até o 30°)*2. No entanto, 0s

possiveis efeitos do estresse nestes periodos ainda ndo sdo conhecidos.

Muitos desfechos foram estudados nos diferentes artigos selecionados. Diversos
estudos (409)tt 16 21-24. 26,32, 33, 35,36, 39,40 gnalisaram os efeitos do estresse pré-natal sobre o
desenvolvimento ou a alteracdo de alguma estrutura no SNC. Dentre estes, muitos analisaram
areas especificas, tais como, hipocampo, hipotdlamo e mesencéfalo. Ainda, outros (9%)

101317 assim como os efeitos do

1%) 9,10, 12, 14, 15,

também analisaram a resposta do eixo HPA ao estresse
estresse pré-natal sobre o comportamento, aprendizado, medo e ansiedade (3

2830, 37, 38 - Além disso, também ha estudos®®?® 25 %7

(15%) que analisaram os efeitos do
estresse pré-natal sobre diferentes sistemas, como o endocrino, o cardiovascular e o

musculoesquelético.

Ao analisar o comportamento de medo e ansiedade, os estudos que utilizaram estresse
pré-natal ainda sdo controversos. Um estudo realizado em camundongos machos adultos™
mostrou que o estresse pré-natal causa um aumento dos niveis de medo e ansiedade,
mostrando uma hipolocomocdo na analise feita com os testes comportamentais de labirinto
em cruz elevada e campo aberto. Da mesma forma, em ratos machos e fémeas™, o estresse
pré-natal induz ao aumento da ansiedade nas fémeas e déficit de aprendizagem nos machos,
demonstrando que as diferencas dos efeitos do estresse podem depender da severidade e do
periodo da prenhés. Porém, em outro estudo® realizado em camundongos machos e fémeas, o
estresse pré-natal melhora o desempenho motor dos animais, no entanto ndo houve alteracao
nos parametros de ansiedade. Ja4 em outro estudo com ratos machos®, o estresse pré-natal
diminuiu os niveis de medo e ansiedade, demonstrado através de uma maior locomogéo,

namero de entradas e tempo nos bragos abertos na analise comportamental.

Estudos que analisaram dist(rbios hemodinamicos em ratos machos e fémeas'® 2

demonstraram que o estresse pré-natal pode afetar o desenvolvimento e a maturacao de 6rgaos
especificos relacionados ao controle da pressdo, como coracdo, vasos, rins e cérebro. Neste

modelo, 0s animais quando expostos novamente ao estresse por contencdo quando adultos,
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ndo conseguem lidar de forma eficaz com essa situacdo, demonstrando aumento e

variabilidade na presséo arterial, taquicardia e hipertensdo induzida pelo estresse pré-natal.

Quando analisados meméria e aprendizado, um estudo” mostrou que animais
submetidos ao estresse pré-natal em ambos 0s sex0s possuem um atraso na aprendizagem e
demonstram prejuizos que afetam as memorias de curto e longo prazo, pois levam mais tempo
para realizar algumas tarefas no campo de treino. Além disso, fémeas expostas ao estresse
pré-natal possuem aprendizagem espacial prejudicada quando analisadas 24 (vinte e quatro)
meses depois. Da mesma forma, os machos apresentaram diminuicdo da memoria espacial nas

atividades de reconhecimento espontaneo®’.

Estudos que analisaram a resposta do eixo HPA apontam para efeitos duradouros que
causam um aumento da reatividade em diferentes niveis deste eixo. Um estudo'’ em ratas
mostrou que had um aumento da responsividade do eixo HPA como consequéncia do estresse
pré-natal, sendo que esses efeitos podem persistir até a senescéncia destas fémeas. Ainda, ha
uma correlacdo da hiper-reatividade do eixo HPA com problemas cognitivos e
envelhecimento. Outro estudo™ realizado com ratos machos e fémeas, também demonstrou
que a responsividade do eixo HPA estd aumentada. Os resultados apresentados mostram
aumento da concentracdo de corticosterona, horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e da
expressao do RNAm do horménio liberador de corticotrofina (CRH) em resposta a um novo
estresse na vida adulta. Esses efeitos dependem do sexo, fazendo com que alteracdes

especificas em diferentes niveis do eixo tenham sido demonstradas para machos e fémeas.

Considerac0es finais

Os resultados analisados nesta revisdo indicam que o estresse no periodo pré-natal
provoca alteragbes permanentes ao longo da vida em diversos sistemas. Estes efeitos parecem
ser mais importantes no SNC e no controle dos mecanismos que regulam comportamentos de
medo e ansiedade, assim como funcdes relacionadas a memdria e aprendizagem. Ainda, o
periodo gestacional em que o estresse é realizado parece ser importante na definicdo dessas
alteracOes, assim como parece bem estabelecido que ha diferencas nestas respostas entre

machos e fémeas. Um melhor entendimento de como situa¢des adversas no periodo pré-natal
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influencia o desenvolvimento e a resposta de importantes sistemas pode ajudar na prevencao e

no tratamento das consequéncias oriundas do estresse nesse periodo em seres humanos.
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Resumo

Introducdo: O periodo pré-natal é de suma importancia para o desenvolvimento e a

maturacao de diversos sistemas e 0rgaos essenciais.

Objetivo: Avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre as respostas comportamentais, assim
como possiveis alteracBes estruturais e do padrdo celular no pulmd3 em um modelo

experimental com camundongos Balb/c.

Materiais e Métodos: Foram utilizadas fémeas Balb/c primiparas. Apos a identificacdo da
prenhez, os animais foram divididos em 3 grupos: CTLE (controle), PNS 1 (estresse em dias
intercalados a partir do 8° dia da prenhez) e PNS 2 (estresse a partir do 15° dia da prenhez até
0 nascimento). O estresse pré-natal foi realizado através de contencdo. Os animais foram
pesados ao nascimento, dia 10 e no desmame (dia 21). Quando adultos, foram analisados o
comportamento de medo/ansiedade por meio dos testes de campo aberto (CA) e labirinto em
cruz elevada (LCE) e foi realizado lavado broncoalveolar (LBA) e analise histopatolégica do

pulméo.

Resultados: N&do foram encontradas diferencas em relacdo ao peso dos animais entre os trés
grupos. A andlise comportamental dos machos no teste do CA e LCE, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos PNS 1 e PNS 2 em rela¢do ao CTLE. Na analise do
teste CA, as fémeas do grupo PNS 1 apresentaram uma diminui¢cdo da distancia total
percorrida (p<0,001), aumento do tempo na periferia (p<0,001) e diminui¢cdo do tempo no
centro (p<0,001) quando comparado ao grupo CTLE. O teste de LCE nas fémeas nédo teve
diferenca significativa entre os trés grupos. Quanto a analise do perfil celular no LBA e

histologia pulmonar, também néo houve diferengas entre os grupos.

Conclusdo: O estresse pré-natal induz a alteragbes no comportamento de medo/ansiedade
somente em camundongos Balb/c fémeas e no modelo de estresse a partir do oitavo dia da
prenhez, evidenciando que os efeitos do programming sdo possiveis nesse modelo. Por outro

lado, o estresse pré-natal ndo provocou altera¢6es basais no pulméo.

Palavras-Chave: estresse pré-natal. desenvolvimento pulmonar. comportamento.
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Abstract

Introduction: The prenatal period is critical for the development and maturation of several
organ systems essential.

Objective: To evaluate the effects of prenatal stress on behavioral responses, as well as possible
structural changes and standard cell lung in an experimental model with Balb/c.

Materials and Methods: We used female Balb/c primiparous. After identification of pregnancy,
the animals were divided into 3 groups: CTLE (control), PNS 1 (stress every other day from the
8th day of pregnancy) and PNS 2 (stress from day 15 of pregnancy until birth). The prenatal
stress was accomplished through containment. The animals were weighed at birth, weaning and
day 10 (day 21). As adults, we analyzed the behavior of fear/anxiety through field tests (AC) and
elevated plus maze (EPM) was performed and bronchoalveolar lavage (BAL) and lung
histopathology.

Results: No differences were found in relation to animal weight among the three groups.
Behavioral analysis of the males in the test AC and EPM, showed no significant difference
between groups PNS 1 and PNS 2 relative to CTLE. In the analysis of the test AC, females PNS
1 group showed a decrease in the total distance covered (P <0.001) increased time on the
periphery (p <0.001) and decreased time the center (p <0.001) compared to the group CTLE. The
test EPM in females was not significantly different among the three groups. The analysis of the
cellular profile in BAL and lung histology, there were no differences between groups.
Conclusion: The prenatal stress induces changes in the behavior of fear/anxiety only in Balb/c
mice and the stress model from the eighth day of pregnancy, suggesting that the effects of the
programming are possible in this model. On the other hand, prenatal stress caused no alterations

in basal lung.

Keywords: prenatal stress. lung development. behavior.
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Introducéo

O estresse pré-natal durante o periodo gestacional (humanos) ou prenhez (ratos e
camundongos), tanto de natureza fisica, quimica, psicoldgica, entre outros, modifica o estado
de homeostase do organismo podendo levar a diversas alteracbes duradouras
(neuroenddcrinas, comportamentais e fisiologicas). Este processo é conhecido como
programming ou programacdo, que consiste em uma adaptacdo que permite ao individuo ou

animal superar as exigéncias proporcionadas pelo meio ambiente.*

O periodo pré-natal é de suma importancia ao filhote, pois € nele que inicia o
desenvolvimento e a maturacdo de diversos sistemas e 0rgaos essenciais para a sobrevivéncia

e 0 crescimento normal.*®

Muitos estudos vém evidenciando que as adversidades enfrentadas
no periodo pré-natal podem estar implicadas na programacdo fetal e no surgimento de
doencas na vida adulta.? ® Evidencias de diferentes estudos indicam que o estresse pré-natal
pode levar a alteracdes comportamentais de medo/ansiedade’ , aumento da susceptibilidade a
doencas cardiovasculares® *°, disfuncdes relacionadas a diabete mellitus tipo 2% °, aumento da
susceptibilidade a inflamaco e hiperresponssividade das vias aéreas™, além de efeitos que
alteram o funcionamento e o desenvolvimento de estruturas do sistema nervoso central

(SNC)****  tais como, hipotalamo, hipocampo, mesencéfalo, etc

Por outro lado, ainda sdo escassos 0s estudos avaliando os efeitos do estresse pré-natal
sobre o sistema respiratorio. Camundongos da linhagem Balb/c sdo os mais utilizados em
modelos experimentais para estes estudos, sendo a asma uma das principais enfermidades
deste sistema®™ *°. No tnico estudo até 0 momento, Pincus-Knackstedt et.al**, mostraram que
0 estresse pré-natal pode induzir a hiperresponsividade brbénquica, associado com maior
producdo de muco e também a um aumento da inflamacdo nas vias aéreas num modelo
murino de asma. Assim, ainda sdo pouco conhecidos os efeitos do programming no periodo
neonatal em camundongos Balb/c, assim como possiveis diferengas entre machos e fémeas.
Com isso, 0 objetivo deste estudo € avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre as respostas
comportamentais, assim como possiveis alterac@es estruturais e do padréo celular no pulmao

em um modelo experimental com camundongos Balb/c.
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Materiais e Métodos

Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos Balb/c com origem do
biotério do Instituto de Pesquisas Biomédicas — IPB da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul — PUCRS. Os animais foram mantidos em caixas acrilicas transparente,
ciclo 12 horas claro/escuro, com livre acesso a comida e agua, as trocas foram realizadas
quinzenalmente. Todos os procedimentos realizados com estes animais estdo de acordo com
as exigéncias do Comité de Etica e Pesquisa em Animais da PUCRS e com aprovacio do

mesmo com registro n° 11/00270.

Desenho Experimental

Fémeas adultas, primiparas, tiveram seu ciclo estral controlado e entdo foram mantidas
com um macho por trés dias, a prenhez foi identificada através de um plug vaginal. Apés esta
identificagdo as fémeas foram separadas individualmente em suas caixas e divididas em trés
grupos diferentes, onde foi realizado o estresse por contencdo no periodo pré-natal nos grupos
PNS1, PNS2 e o grupo CTLE ndo sofreu nenhuma intervengdo. Ap6s o nascimento dos
filhotes, foi realizado o desmame com vinte um dias, depois da identificacdo do sexo, fémeas
e machos foram isolados onde cada caixa teve no maximo cinco animais por caixa. Esses
animais foram mantidos até a idade adulta (aproximadamente cinguenta e seis dias) onde
foram realizados os testes comportamentais, com machos e fémeas, de campo aberto e cruz
elevada nos dia 57° e 58° respectivamente. No 59° somente as fémeas foram anestesiadas
com sobredose de (ketamina + xilazina) e foi realizada uma traqueostomia para a realizagéo
do lavado broncoalveolar, os mesmos tiveram a caixa toracica aberta, com rompimento do

diafragma para a retirada do pulmé&o esquerdo para analise histopatoldgica.
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Procedimentos

Modelo de estresse por contengdo

Consiste em deixar o animal imével em um cilindro fechado com dimensées internas
em milimetros (mm) (A x L x C): 34 x 42 x 100. O aparato é confeccionado em acrilico
cristal de 4 mm, com frente e traseira removiveis e com sistema de travamento através de

manipulos. Possui 10 furos laterais de 6 mm, para entrada e saida de ar.

Estresse pré-natal

Apés a identificacdo da prenhez, as fémeas foram separadas individualmente em suas
caixas e divididas em trés diferentes grupos. O grupo PNS 1, fémeas prenhas foram
submetidas a um estresse por contencdo por 30 minutos como descrito anteriormente. O
estresse iniciou a partir da segunda semana da prenhes (oitavo dia) em dias intercalados, ou
seja, um dia sim e outro ndo até o nascimento dos filhotes. O grupo PNS 2, fémeas prenhas
foram submetidas ao estresse por contencdo e neste grupo o estresse teve inicio na Gltima
semana da prenhes (décimo quinto dia) por todos os dias até o nascimento dos filhotes. J& o
grupo CTLE (controle), as fémeas prenhas ndo sofreram estresse e foram mantidas em suas

caixas acrilicas durante toda a gestacao.

Pesagem dos filhotes

Todos os filhotes dos grupos (CTLE, PNS 1 e PNS 2) tiveram seus pesos registrados
em trés momentos diferentes. No primeiro e no décimo dia de vida, a ninhada era pesada
como um todo e o peso total dividido pelo nimero de filhotes. No vigésimo primeiro dia

(desmame), os filhotes tiveram seus sexos identificados e foram pesados separadamente.
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Anélise Comportamental

Teste do Campo Aberto

Os animais dos grupos PNS 1, PNS 2 e CTLE quando adultos realizaram o
procedimento do Campo Aberto (CA), onde foram testados conforme descri¢do de Blanchard
e Blanchard’. O campo aberto é uma caixa de madeira (45 x 45 x 15 cm). A arena é dividida
em 2 quadrantes pintados no chdo, um nas zonas laterais da arena e outro na zona central. O
procedimento consistiu na colocacdo do animal em um canto do campo aberto (escolhidos
aleatoriamente) e na gravacdo de sua atividade em video por 10 minutos, durante o ciclo
claro. Comportamentos especificos foram determinados: distancia total percorrida, tempo no
centro e tempo na periferia (em segundos). O comportamento de medo inato foi verificado por
meio de locomocéo para a zona central do campo aberto com analises feitas pelo softwere
Any Maze. No final do teste, os camundongos foram retirados da arena e a superficie foi

hieginizada com alcool a 70%.

Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Os camundongos dos grupos PNS 1, PNS 2 e CTLE foram testados no labirinto em

cruz elevado (LCE), conforme descricdo de Pellow et. al*®

. O LCE consiste de dois bracos
abertos (30 x 5 cm com uma borda 1 cm de altura em torno dela) e dois bracos fechados (30 x
5 x 15 cm) com um teto aberto, ficando 50 cm acima do chdo. Foram analisados os seguintes
fatores: distancia total percorrida, tempo nos bragos abertos e tempo nos bragos fechados. O
animal foi colocado na zona central com a cabeca de frente para um braco aberto, e
permaneceu no LCE por 10 minutos, periodo no qual seu comportamento foi gravado para
posterior analise com o softwere Any Maze. Ap6s cada animal realizar o teste a superficie do

labirinto foi higienizada com alcool a 70%.
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Lavado Broncoalveolar (LBA)

Os pulmdes dos oito animais de cada um dos trés grupos foram submetidos a uma
lavagem por meio de um tubo endotraqueal, onde foi instilado através de uma seringa 1 ml de
DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) por duas vezes no processo de “ida e volta”
do liquido para os pulmdes dos animais. A viabilidade celular foi determinada através de
exclusdo de azul de tripan, para a realizacdo das laminas (duas por animal) o pellet do LBA
foi ressuspendido em 350ul de DPBS e 80pul foi colocado em cada posso e preparadas por
cytospin com 500rpm por 5 minutos. Apds isso, as laminas foram coradas usando Wright-
Giemsa para diferenciacdo do tipo celular. Células foram diferenciadas e analisadas em
microscopio de luz de forma cega e determinadas a partir de pelo menos 400 leucdcitos

usando critérios de padrdes hematoldgicos.

Anélise Histopatologica

Apbs a realizacdo do LBA, os pulmdes foram removidos e formalina a 10% foi
instilada através de coluna de gravidade (20 cmH,0) e entdo, passou pelo processo de
overnight para a desidratacéo do tecido, feito com alcool e xilol. L&minas foram preparadas a
partir de blocos de parafina de tecido pulmonar cortados em 3 pm com coloragdes especificas
de hematoxilina-eosina HE (analise da inflamacdo), alcian blue (analise de producdo de

muco) e picrosirus (analise de deposicdo de colageno).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em meédia * erro padrdo (EP) e as comparagdes entre 0s
grupos experimentais foram realizadas através de uma analise de variancia de duas vias
(ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de
p=<0,05.
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Resultados

O peso corporal dos filhotes foi acompanhado desde o nascimento até o desmame
como mostra a tabela 1. Ndo foram encontradas diferencas no peso dos filhotes estressados
(PNS 1 e PNS 2) em relacédo ao grupo controle (CTLE).

Em relag&o a anélise comportamental de medo/ansiedade, os machos, tanto no teste do
campo aberto (distancia total percorrida, tempo no centro e tempo na periferia), quanto no
labirinto em cruz elevada (distancia total percorrida, tempo nos bragos fechados e abertos),
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos (CTLE, PNS 1 e PNS 2). Estes
resultados sdo apresentados nas figuras 1 e 2, respectivamente.

Quanto ao comportamento de medo/ansiedade nas fémeas, a analise dos dados no teste
do CA demonstrou diferencas entre os grupos, evidenciando o efeito do estresse pré-natal
sobre as fémeas. A distancia total percorrida foi significativamente (p<0,001) menor nos
grupos PNS 1 e PNS 2 em comparacdo ao CTLE (Figura 3). J& em relacdo as variaveis de
tempo no centro e tempo na periferia (Figura 3), o grupo PNS 1 apresentou uma diminuicéo
(p<0,001) no primeiro e um aumento (p<0,001) no segundo em comparacdo ao CTLE. No
entanto, quando analisado o teste do LCE (Figura 4), as variaveis de distancia total percorrida,
tempo nos bracos abertos e tempo nos bragos fechados, ndo apresentaram diferencas
significativas entre os trés grupos.

Quanto aos efeitos do estresse pré-natal sobre o perfil das células do pulméo,
apresentado na Tabela 2, ndo ha diferenca significativa entre os grupos na contagem
diferencial das células analisadas no LBA. Na avaliagdo da histologia pulmonar, foram
analisados de forma qualitativa aspectos de inflamacg&o, presenca de muco e presenca de

coldgeno. Nao foram encontradas diferenca entre os grupos (Figura 5).

Discussao

No presente estudo, n6s mostramos que 0 estresse pré-natal induz ao aumento do
comportamento de medo/ansiedade em camundongos Balb/c fémea, porém o mesmo ndo
ocorreu nos machos, indicando que machos e fémeas respondem de forma diferente aos

efeitos do estresse. Muitos estudos ainda divergem quanto aos resultados do efeito do estresse




Artigo Original 44

pré-natal sobre o comportamento de medo/ansiedade em roedores. Pincus-Knackstedt et.al',
no unico estudo que avalia o comportamento de medo/ansiedade em camundongos Balb/c,
mostrou que fémeas submetidas a estresse pré-natal ficam menos tempo nos bracos abertos
em relacdo as fémeas do grupo controle. Ja outro estudo, semelhante ao nosso, porém em
camundongos machos da linhagem ICR, dois tipos de estresse pré-natal foram usados (baixa e
alta intensidade), sendo que somente o estresse pré-natal de alta intensidade alterou o
comportamento de medo/ansiedade nos dois testes realizados (CA e LCE).' Por outro lado,

no estudo feito por Pallares et.al®

, em camundongos Swiss, ndo foram demonstradas
alteracfes de medo/ansiedade tanto em machos quanto em fémeas. No entanto, estudo
realizado em ratos machos e fémeas da linhagem Sprague-Dawley, mostrou que os machos
respondem aos efeitos do estresse pré-natal diminuindo o tempo nos bracos abertos em
relacdo ao grupo controle, evidenciando o aumento do medo/ansiedade, porém nas fémeas o
resultado encontrado foi inverso.?! Em contrapartida, o estudo de Zagron et.al®, em ratos
Wistar machos e fémeas encontrou resultados diferentes do estudo anterior, demonstrando
gue somente as fémeas tem resposta ao estresse pré-natal, com diminuicdo do tempo nos
bracos abertos em relacdo ao grupo controle. De uma maneira geral, esses dados indicam uma
grande variabilidade nos resultados encontrados na literatura e confirmam as diferencas
sexuais. As evidéncias sugerem que os efeitos do estresse parecem estar ligados ao sexo,

intensidade, periodo em que € realizado e também linhagem do roedor.

Os resultados do presente estudo apontaram que o periodo da realizacdo do estresse
pré-natal é de grande importancia. Os animais do grupo PNS 1 (estresse em dias intercalados
a partir do 8° dia de prenhez) apresentaram alteracbes comportamentais em relacdo aos
controles, sendo que 0 mesmo ndo ocorreu no grupo PNS 2 (estresse com inicio no 15° dia da
prenhez até o nascimento). A aplicacdo do estresse em um periodo mais inicial de
desenvolvimento (o desenvolvimento estrutural do pulméo inicia aproximadamente pelo 8° ou
9° dia de prenhez)®* poderia afetar de forma distinta diferentes parametros. Entretanto, a
literatura mostra que a grande maioria dos estudos relacionados ao estresse pré-natal utiliza o
periodo da Ultima semana da gestacdo (15° dia).?*** Dois estudos analisaram os efeitos do
estresse pré-natal em diferentes periodos da prenhez , um mostrou que o estresse pré-natal no
periodo tardio da prenhez, aumenta a vulnerabilidade para convulsdes,?® enquanto o outro
estudo ndo mostrou diferenca no metabolismo da glicose entre 0s grupos estressados em

diferentes periodos ( primeira, segunda e terceira semana da prenhez).?’
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O estresse pré-natal por contencdo tem sido mais estudado em modelos experimentais
com roedores, mais especificamente, em ratos, sendo que a maior parte destes estudos possui
desfechos relacionados ao desenvolvimento ou alteragdo de alguma estrutura do SNC.*%%42
No entanto, para estudos que visam avaliar alteracdes pulmonares, por exemplo, 0 modelo
mais utilizado é o de camundongos Balb/c.”>*® Somente um estudo na literatura analisou os
efeitos do estresse pré-natal em um modelo de asma com ovalbumina (OVA), sendo que este
estudo, assim como 0 nosso, mostrou que é possivel a realizagdo do programming nestes
animais, jA& que ambos demonstraram alteracbes comportamentais (medo/ansiedade) em

11

fémeas.” Ainda sdo necessarios mais estudos com esse modelo para aprofundar o

conhecimento sobre tais alteragdes.

Os nossos resultados ndo apresentaram alteracfes estruturais e modificacbes no perfil
celular quando os grupos estressados foram comparados aos controles. No entanto,
analisamos apenas os efeitos basais do estresse pré-natal sobre o pulmao, sem inducdo de

asma ou qualquer outro estimulo. Ja no estudo de Pincus-Knackstedt et.al**

, O estresse pré-
natal induziu alteracdes pulmonares como aumento da producdo de muco e hiperreatividade
das vias aéreas, associado com aumento da inflamacdo (grande nimero de eosindfilos
encontrados no LBA), em um modelo murino com OVA. Estes dados indicam que os efeitos
do estresse pré-natal parecem ndo alterar a estrutura basal do pulméo, mas sim aumentar a
suscetibilidade ao desenvolvimento de um processo inflamatorio pulmonar apds a sua

inducéo.

Os resultados do presente estudo demonstram que o estresse pré-natal induz a
alteracdes no comportamento de medo/ansiedade somente em camundongos Balb/c fémeas e
no modelo de estresse a partir do oitavo dia da prenhez, evidenciando que os efeitos do
programming sdo possiveis nesse modelo. Por outro lado, o estresse pré-natal ndo provocou
alteracdes basais no pulmdo. Mais estudos devem ser desenvolvidos para tentar entender
melhor os efeitos do estresse pré-natal sobre o sistema respiratorio e também as possiveis

diferengas entre 0s sexos.
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Tabela 1. Controle do peso dos animais.

Grupos Nascimento 10° dia Machos Fémeas
9 () () ()

Controle 1,69+0,12 6,92+0,20 10,72+0,28 10,23+0,35

PNS 1 1,800,09 6,54+0,15 10,30+0,43 10,31+0,52

PNS 2 1,59+0,09 6,93+0,30 10,86+0,26 10,72+0,41

Valores expressos em média e erro padrdo. O crescimento dos filhotes foi monitorado pelo aumento do peso corporal
(9), desde o0 nascimento até o desmame. O niimero dos animais variou de acordo com cada grupo (n= 6 — 10). Para a
obtengdo do peso ao nascimento e peso ao 10° dia, em ambos os grupos, foram pesados todos os animais de uma
mesma ninhada e o peso total foi dividido pelo nimero de filhotes gerando um valor médio por cada ninhada. J& o
peso dos machos e peso das fémeas, cada animal foi pesado separadamente no dia do desmame.
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Tabela 2. Contagem diferencial de células do lavado broncoalveolar (LBA).

Grupos Macrdéfagos Neutrofilos Linfocitos Eosindfilos
(%) (%) (%) (%)
Controle (n=8) 99,50+0,14 0,34+0,12 0,15+0,09 -
PNS 1 (n=8) 99,50+0,17 0,34£0,12 0,210,11 -
PNS 2 (n=8) 99,61+0,13 0,14+0,07 0,25+0,09 -

Valores expressos em média e erro padrdo. PNS 1 (estresse intercalado a partir do 8° dia da prenhez) e PNS 2
(estresse com inicio no 15° dia da prenhez até o nascimento). (-): indica auséncia de eosinéfilos no LBA.
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Figura 1. Grafico em barras demonstrando a andlise comportamental dos machos dos grupos (CTLE-
controle, PNS 1- estresse intercalado a partir do 8° dia da prenhez e PNS2 — estresse com inicio no
15° dia da prenhez até o nascimento) no teste do campo aberto. (A) distancia total percorrida, (B)
tempo no centro e (C) tempo na periferia. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos nas
trés variaveis analisadas.
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Figura 2. Gréafico em barras demonstrando a analise comportamental dos machos dos grupos (CTLE-
controle, PNS 1- estresse intercalado a partir do 8° dia da prenhez e PNS2 — estresse com inicio no
15° dia da prenhez até o nascimento) no teste do labirinto em cruz elevado. (A) distancia total

percorrida, (B) tempo nos bracos abertos e (C) tempo nos bragos fechados. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos nas trés variaveis analisadas.
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Figura 3. Grafico em barras demonstrando a analise comportamental das fémeas dos grupos (CTLE -
controle, PNS 1- estresse intercalado a partir do 8° dia da prenhez e PNS2 — estresse com inicio no
15° dia da prenhez até o nascimento) no teste do campo aberto. (A) disténcia total percorrida, (B)
tempo no centro e (C) tempo na periferia. *indica diferenga significativa em comparagdo ao grupo

controle (p<0,001).
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Figura 4. Grafico em barras demonstrando a analise comportamental das fémeas dos grupos (CTLE -
controle, PNS 1- estresse intercalado a partir do 8° dia da prenhez e PNS2 — estresse com inicio no 15° dia
da prenhez até o nascimento) no teste do labirinto em cruz elevado. (A) distancia total percorrida, (B)
tempo nos bragos abertos e (C) tempo nos bragos fechados. Ndo houve diferenca significativa entre os
grupos nas trés variaveis analisadas.
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Figura 5. Analise de cortes histologicos do tecido pulmonar de fémeas, emblocados em parafina. A-D-G
grupo CTLE (controle), B-E-H grupo PNS 1 (estresse em dias intercalados a partir do 8° dia da
prenhez) e C-F-1 grupo PNS 2.( Coloragédo com HE, (A-B-C), coloragdo com picrosirus (D-E-F) e
coloracao com alcian blue (G-H-1). Todos os cortes foram de 3 e fotografados em um aumento de
10x.
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CONCLUSAO

De uma maneira geral, o presente estudo demonstra que o estresse pré-natal induz a
alteracdes no comportamento de medo/ansiedade em camundongos Balb/c fémeas e no
modelo de estresse a partir do oitavo dia da prenhez, evidenciando que os efeitos do
programming sdo possiveis nesse modelo. Por outro lado, o estresse pré-natal ndo provocou
alteracdes basais no pulmao. Mais estudos devem ser desenvolvidos para tentar entender
melhor os efeitos do estresse pré-natal sobre o sistema respiratorio e também as possiveis

diferengas entre 0s sexos.



